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Abstrakt 
V této diplomové práci jsem se zabývala vývojem separační metody HPLC s UV detekcí a 
LC-MS pro stanovení thaumatinů. Jedním z hlavních cílů bylo dosáhnout separace 
jednotlivých isoforem thaumatinu pomocí HPLC, získání jednotlivých frakcí a jejich analýza 
na LC-MS.  
V další části této práce jsem se zabývala izolací a stanovením thaumatinu v modelovém 
potravinovém vzorku. Jako nejvhodnější metoda pro precipitaci thaumatinu se ukázalo být 
srážení s octanem amonným. K modelovému potravinovému vzorku byl přidán standard 
thaumatinu a byla sestrojena kalibrační křivka. Bylo zjištěno, že modelový potravinový 
vzorek obsahuje thaumatin pod limitem detekce této metody. 
 
 
 
Abstract 
In this diploma thesis I dealt with developing the separation technique HPLC-UV 
detection and LC-MS for determination of thaumatins. The aims of this thesis was the 
separation  of   isoforms of thaumatin by HPLC, their fractionation and analysis by LC/MS. 
In the second part I dealt with isolation and determination of thaumatins in model food 
sample. The best method for precipitation of thaumatin is precipitation with ammonium 
acetate. The amount of standard of thaumatin was added to the food sample and the 
calibration curve was made. It was found out that the amount of thaumatin in food sample is 
under the limit of detection for this method. 
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ÚVOD 
 
Sladké proteiny jsou látky, které se většinou používají jako náhradní sladidla, tedy látky, 
které udělují potravinám sladkou chuť a zároveň nahrazují v potravinách cukr. To je výhodné 
jak z hlediska energetického, tak z hlediska dietního, jelikož v dnešní době vzrůstá počet lidí 
trpící obezitou a onemocněními spojenými s touto nemocí, jako je např. cukrovka, tvorba 
zubního kazu, kardiovaskulární onemocnění a další.  
Mezi rostlinné sladké proteiny patří např. brazzein, thaumatin, monelin, curculin, 
mabinlin, miraculin a pentadin. Z těchto proteinů je doposud pouze thaumatin  komerčně 
dostupné a zcela přírodní sladidlo, o které je v posledních letech značný zájem v 
potravinářském průmyslu. Jedná se o neobyčejně sladkou bílkovinu, která je získávána 
z rostliny Thaumatococcus danielli Benth, rostoucí v západní Africe.  
Thaumatin je až 2000 až 3000krát sladší než sacharóza. Jeho sladivost závisí čistotě a 
koncentraci získaného extraktu (pro srovnání aspartam je pouze 180krát sladší). To dělá 
z thaumatinu jednu z nejsladších látek přírodního původu na světě. Izolovaný thaumatin je 
žlutohnědý až šedohnědý prášek  bez zápachu. Thaumatin nevykazuje žádné škodlivé účinky 
na živý organismus - je nekarcinogenní, netoxický, nekalorický, nevyvolává alergické reakce, 
nepodporuje tvorbu zubního kazu, a i proto u něj nebyla stanovena akceptovatelná denní 
dávka. 
Thaumatin je od roku 1998 povolen Evropskou unií a je zapsán v seznamu aditivních 
látek jako náhradní sladidlo s mezinárodním identifikačním kódem E 957. V České republice 
je thaumatin povolen vyhláškou Ministerstva zdravotnictví č. 431/2005 Sb. Tato norma 
povoluje thaumatin jako nízkoenergetické sladidlo, modifikátor chuti a intenzifikátor 
nejrůznějších příchutí. 
Thaumatin se používá zejména při výrobě nealkoholických nápojů, alkoholických nápojů 
kdy přídavek malého množství Talinu (5 -7 ppm) způsobí v nápojích jako je např. gin 
zaokrouhlení a vyrovnání chuti. Dále například v kávě zvyšuje požitek a snižuje hořkost, aniž 
by potlačil specifické aroma pražené kávy nebo její chuť a v čaji snižuje trpkost čaje, 
zaokrouhluje jeho aroma a po přídavku citrónu snižuje i jeho celkovou kyselost. Při výrobě 
tabákových výrobků thaumatin zlepšuje profil chuti a propůjčuje těmto výrobkům sladkost. 
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TEORETICKÁ ČÁST 
1. THAUMATIN 
Thaumatococcus daniellii Benth, který patří do čeledi Marantaceae je tropická, oddenkovitá 
víceletá bylina, která je známá tím, že ve svých plodech obsahuje extrémně sladké sloučeniny. 
Rostlinu, která roste v tropických deštných pralesích západní Afriky od Zairu k Sierra Leone  
v roce 1839 jako první objevil britský vojenský  lékař W.F. Daniell. V roce 1855 ji také 
popsal jako „zázračnou rostlinu s mimořádně sladkými plody“ (thauma = z řeč. zázrak). Na 
jeho počest byla rostlina později pojmenována [1, 2, 3] . 
Thaumatococcus daniellii Benth se dále vyskytuje také v severních částech Ghany, na 
Pobřeží Slonoviny a v Nigérie, v Angole, Ugandě a Indonézii [3, 4]. Thaumatococcus 
daniellii Benth má v západní Africe široké využití. Domorodci používají posbírané listy 
k balení potravin, k jejich vaření, ke slazení palmového vína, ke slazení pokrmů a nápojů. 
V Ghaně a v okolních státech je známá pod jmény katemfe, ewe eran, eni nebo adunduntan 
[2, 4].  
 
 
Obr. 1: Thaumatococcus daniellii Benth. 
(www.plantclon.ru/bio/modules/coppermine/albums/userpics/10002/normal_thau-dani2.jpg) 
1.1 Botanické zařazení  
Thaumatococcus daniellii Benth se řadí do říše Plantae, oddělení Magnoliophyta (rostliny 
krytosemenné), třída Liliopsida (rostliny jednoděložné),  řád Zingiberales (zázvorníkotvaré), 
čeleď Marantaceae (marantovité) (Obr. 2.). Je to oddenkovitá, trvalá, jednoděložná bylina, 
která se může rozšiřovat oddenky. Z oddenků vyrůstají 2 až 2,5 m dlouhé řapíky, na jejichž 
konci vyrůstají velké, široké, oválné, pevné listy, které jsou asi 45 cm dlouhé a 30 cm široké. 
Květenství obvykle vyrůstá z nejnižších uzlin a může být jednoduché nebo vidličnaté [3,5].  
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Obr. 2: Botanické zařazení Thamatococcus daniellii [1] 
 
Květenství je tvořeno 10 - 12 fialovorůžovými květy, které se ukrývají ve spodní části 
zduřelých řapíků (Obr. 3), ale obvykle pouze 2, 3 nebo 4 (málokdy více než 4) tyto květy 
dozrají v plody. Rostlina kvete po většinu roku, zejména však od července do září, následuje 
tvorba plodů a jejich zrání od ledna do dubna [3, 4].  
Plody  rostou na krátkých stopkách blízko země a mají pyramidální nebo trojúhelníkovitý 
tvar. Jejich barva se mění v průběhu dozrávání z tmavě zelené přes hnědou do karmínové až 
jasně červené.  
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Obr. 3: Plody Thaumatococcus danielli [2] 
 
Zralý plod může vážit mezi 6 až 30 g podle toho, zda obsahuje jedno, dvě nebo tři semena 
(Obr. 4) [7]. Tato semena, která jsou ukryta uvnitř plodu, jsou zpravidla pokrytá tenkou 
vrstvičkou lepkavého, průhledného gelu.  Uvnitř plodu se nachází semenný míšek, což je 
měkká a šťavnatá hmota (Obr. 5), která obsahuje sladké proteiny, jejichž směs je nazvána 
thaumatin [2, 5]. 
 
 
 
Obr. 4: Semena T. daniellii (www.emsl.pnl.gov/.../msd/bionmr/kate_science.htm) 
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Obr. 5: Thaumatococcus danielli, (A) pohled na plod shora, (B) pohled na plod  z boku, 
(C)  černé semeno s krémově bílým semenným míškem, (D) list, (E)  průřez plodem [1] 
 
V katamfe z některých oblastí Ghany výrazně převládá thaumatin I a jako minoritní složka 
separovatelná ionexovou chromatografií nebo isoelektrickou fokusací se udává ještě 
thaumatin O, který je méně bazický. Thaumatin se obvykle získává ze zmražených plodů, 
v nichž může tvořit až více než polovinu obsahu všech proteinů. Gen pro thaumatin II byl 
úspěšně exprimován ve více druzích rekombinantních organismů, např. Bacillus subtilis, 
Streptomyces lividans, Penicillium roquefortii a Aspergillus niger, z nichž nejvyšší výtěžky 
poskytl A. niger (chem.listy). 
Dostupnost thaumatinu rostlinného původu je velmi omezená, objevují se pokusy a jeho 
produkci geneticky upravenými mikroorganizmy jako např. Escherichia coli, Bacillus 
subtilis, Streptomyces lividans, Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus awamori a Aspergillus 
oryzae [6].   
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1.2 Struktura thaumatinu 
V plodech Thaumatococcus danielli se vyskytují dvě hlavní skupiny sladkých proteinů – 
thaumatin I a II. Ty proteiny mají stejnou strukturu a jejich primární struktura je velmi 
podobná. Skládají se z 207 aminokyselin (Obr. 6). Thaumatin se skládá z jednoho 
polypeptidového řetězce. Dále v jeho struktuře najdeme osm disulfidických můstků. Obě 
skupiny thaumatinů mají stejnou  N-koncovou aminokyselinu – alanin. 
 
 
 
Obr. 6: Primární struktura thaumatinu [1] 
 
Molekulární hmotnost thaumatinu I je 22 209 Da a thaumatinu II  22 293 Da. Rozdíl 
v molekulových hmotnostech je dán rozdílem v aminokyselinových sekvencích obou skupin. 
Sekundární strukturu thaumatinu tvoří šroubovice, ß-konformace a klubkovité nebo 
smyčkovité konformace. Nejvýznamnější sekundární strukturou jsou helixy neboli šroubovice 
a struktury typu skládaného listu, které vznikají spojením dvou paralelně nebo antiparalelně 
orientovaných řetězců extracelulárními můstky [2]. 
Terciální struktura určuje celkovou konformaci polypeptidového řetězce, prostorové 
uspořádání postranních řetězců a je rovněž zodpovědná za sladkou chuť thaumatinu. 
Pomocí rentgenové strukturní analýzy se podařilo určit 3-D strukturu molekuly thaumatinu 
(Obr. 7) [2]. 
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Obr. 7: Prostorová struktura thaumatinu I. Světlé šipky představují horní  ß-vlákna, tmavé    
šipky představují spodní ß-vlákna. Bílé úsečky představují disulfidové vazby [7] 
Krystalická struktura poukazuje na 3 strukturní oblasti (Obr. 8). Doména I (aminokyseliny 
1-53, 85-127 a 178-207) je tvořena dlouhou ß-konformací, která vytváří tzv.  „ß barel“. Z 11 
vláken v této doméně jsou všechna vlákna vůči sobě antiparalelní s výjimkou NH2- a COOH- 
koncového vlákna, které jsou navzájem paralelní. Doména II je tvořena aminokyselinami 
128-177 a doména III je tvořena aminokyselinami 54-84. Obě tyto domény obsahují 
vlásenkové konformace, které jsou stabilizované disulfidovými vazbami. Tyto vazby vykazují 
zvýšenou odolnost vůči vyšším teplotám a kyselému pH a mají velký význam při ve vazbě 
thaumatinu na receptory [2, 7]. Porušení byť jen jednoho disulfidového můstku znamená 
ztrátu sladké chuti thaumatinu, z čehož vyplývá důležitost terciární struktury pro sladkou chuť 
[2]. 
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Obr. 8: Struktura thaumatinu I. Široké šipky představují horní  ß-vlákna, úzké šipky 
představují spodní ß-vlákna. Jsou zakresleny tři domény proteinu I, II, III, disulfidové vazby 
jsou znázorněny krátkýma úsečkama [5] 
Thaumatin se získává vodnou extrakcí (pH 2,5 až 4) semenných míšků plodů T. daniellii. 
Izoelektrický bod thaumatinu je vysoký (11,5 - 12,5), což thaumatiny řadí mezi bazické 
proteiny. Thaumatin je velmi dobře rozpustný ve vodě (do 20  %) a ve směsi ethanol/voda. Je 
nerozpustný ve většině běžných organických rozpouštědel jako je např. aceton [2]. 
Thaumatin II je syntetizován jako prekurzorový protein s 235 aminokyselinami, přičemž 
prvních 22 a posledních 6 je odštěpeno a vzniká protein s 207 aminokyselinami s 98  % 
podobností s thaumatinem I. Thaumatin II je stejně intenzivně sladký jako thaumatin I a má 
stejnou strukturu [8]. 
Kromě thaumatinů I a II byly dále objeveny další sladké proteiny označované jako 
thaumatin Ta, Tb.. Izoelektrické body všech pěti proteinů klesají v pořadí: II > I > Ta > Tb [2].  
Vodný extrakt semenného míšku obsahuje kromě směsi thaumatinů a malého množství 
rostlinných složek odvozených z výchozího materiálu také další protein s molekulovou 
hmotností 30 kDa. Ten představuje 2 až 5  % z celkového množství proteinů. Je to bazický 
protein s vlastnostmi cysteinové proteázy. Dříve byla proteolytická aktivita přisuzována 
thaumatinu, až později bylo zjištěno, že thaumatin neobsahuje histidin, který je důležitou 
součástí všech cysteinových proteáz a byla objevena tato proteáza popsaná jako papain-like 
cystein endopeptidáza, která byla pojmenovaná thaumatopain = thaumatococcus papain. 
Thaumatopain tvoří s thaumatinem v semenném míšku kovalentní komplex, který je stabilní, 
ale v přítomnosti redukčních činidel, může být rozrušen. Potom je thaumatopain odpovědný 
za rozklad thaumatinu při neutrálních až slabě alkalických hodnotách pH [2, 9]. 
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1.3 Sensorické vlastnosti thaumatinu 
Thaumatin je až 2000 až 3000krát sladší než sacharóza. Jeho sladivost závisí čistotě a 
koncentraci získaného extraktu (pro srovnání aspartam je pouze 180krát sladší). To dělá 
z thaumatinu jednu z nejsladších látek přírodního původu na světě. Izolovaný thaumatin je 
žlutohnědý až šedohnědý prášek  bez zápachu [1, 2, 5]. 
Prahová hodnota jeho vjemu je 10-8 mol/l [2, 3]. Jeden kg thaumatinu odpovídá ve sladkosti 
2-10 t sacharózy ovšem s jinou energetickou hodnotou. Thaumatin má normální kalorickou 
hodnotu jako jakýkoli jiný dietetický protein (4,1 kcal/g), ale díky svému vysokému 
sladivému účinku se používá ve velmi nízkých  dávkách (ppm) a příjem energie z tohoto 
množství je  téměř zanedbatelný. Je metabolizován stejně jako ostatní konzumované proteiny. 
Chuť je charakterizována krátkým zpožděním na počátku vjemu sladké chuti, což je zřejmě 
způsobenou velkou molekulovou hmotností thaumatinu, kdy proteiny pronikají k chuťovým 
buňkám delší dobu. Ze stejného důvodu (kdy se molekuly thaumatinu uvolňují z chuťových 
buněk) vjem sladké chuti v ústech dlouho přetrvává. Zanechává v ústech lékořicovou příchuť 
[2, 3]. 
Thaumatin je vzhledem ke své proteinové povaze velmi odolný. Je úspěšně aplikován do 
zvířecích pokrmů, kde zůstává stabilní při teplotě 120 - 140 °C.  
Thaumatin vykazuje relativní rezistenci vůči proteolytickým enzymům. Proteázy, jako 
trypsin a thermolysin, mají malý vliv na sladkost thaumatinu, ačkoli je tento protein jimi 
štěpen [8]. Thaumatin je citlivý vůči působení SDS, guanidinu a polárních rozpouštědel – 
dochází tak ke ztrátě sladké chuti. Také vápník hraje roli ve vnímání sladké chuti thaumatinu. 
Určitá koncentrace vápníkových iontů je nutná pro vnímání sladké chuti, takže lze usoudit, že 
i vápníkové kanálky se podílejí na sladkém vjemu thaumatinu [2]. 
 
1.4 Význam thaumatinu 
 
Funkce thaumatinu v plodech rostlin je přilákat živočichy, kteří budou pojídat plody a 
rozšiřovat semena [4]. Předpokládá se, že se thaumatin tvoří v rostlinách ,které jsou vystavené 
stresu jako je zranění nebo infekce produkují proteiny podobné thaumatinu (thaumatin-like 
proteiny). 
Thaumatin se dále využívá pro svoji schopnost maskovat hořkou a nepříjemnou chuť 
kovových iontů jako je sodík, železo, draslík. Také ovlivňuje chuť peprmintu, zázvoru, pepře 
a jiných s nimi spojenými látek. [2]. 
Thaumatin zvyšuje intenzitu vnímání chutí a vůní ovoce, máty, kávy a mnoha dalších 
produktů. Thaumatin vykazuje synergizmus s přírodními nebo přidávanými modifikátory 
chuti jako jsou 5´nukleotidy nebo glutamát sodný. Synergicky působí i ve směsi s aspartamem 
a dalšími látkami. Jeho maskovacího nebo synergického efektu se využívá při jeho aplikaci 
(šťávy z citrusových plodů, jogurty, žvýkačky, farmaceutické produkty) [2]. 
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1.5 Zdravotní nezávadnost 
 
Thaumatin podléhá, stejně jako ostatní bílkoviny, totální hydrolýze až na jednotlivé 
aminokyseliny. Jeho hydrolýza je mnohem rychlejší než  např. u vaječného albuminu. Také 
biologická hodnota thaumatinu je nižší než vaječného albuminu, což je zřejmě i v důsledku 
nedostatku histidinu [6]. 
Thaumatin  nepodporuje tvorbu zubního kazu, není alergenní a nezpůsobil ani žádné 
podráždění orální sliznice při žvýkání žvýkaček s 10 ppm thaumatinu [6].  
Thaumatin nevykazuje žádné karcinogenní, mutagenní, teratogenní ani alergenní účinky a 
proto pro něho nebyla stanovena ADI (Allowable Daily Intake-přijatelné denní množství 
v mg na 1 kg tělesné váhy, které může člověk denně spotřebovat po celý svůj život bez újmy 
na zdraví) [2, 6]. 
Sdružení FAO (Food and Agriculture Organization) a JECFA (Joint FAO/World Health 
Organization (WHO) Expert Committee on Food Additives) označilo thaumatin jako 
netoxický nealergenní produkt (je důležité rozlišovat rozdíly mezi thaumatinem a thaumatin-
like proteiny, které jsou běžně nalézány v ovoci a mohou mít alergenní účinky) [8]. 
 
1.5.1 LEGISLATIVA TÝKAJÍCÍ SE THAUMATINU 
 
V EU je thaumatin  na seznamu potravinových aditiv pod označením E 957, jako 
modifikátor chuti a látka upravující aroma [1], [10]. 
V České republice je thaumatin povolen jako náhradní sladidlo do cukrovinek, žvýkaček a 
vitamínových přípravků. Toto povolení je zahrnuto ve vyhlášce Ministerstva zdravotnictví     
č. 431/2005 Sb. Tato norma povoluje thaumatin jako nízkoenergetické sladidlo, modifikátor 
chuti a intenzifikátor nejrůznějších příchutí. [10]. Tato vyhláška je plně v souladu s právními 
předpisy užívanými v zemích EU, tj. směrnicemi 94/35/EC pro sladidla a 95/2/EC pro ostatní 
přídatné látky jiné než barviva a sladidla (Tab. 1) 
V USA získal thaumatin status GRAS (Generally Recognized As Safe - obecně považován 
za bezpečný; FEMA GRAS 3732) a používá se jako modifikátor chuti. Je schválen jako 
sladidlo a  látka zvýrazňující (zesilující) chuť v definovaných produktech (zmrzlina, 
žvýkačky…). Dále je thaumatin schválen jako potravina přírodního původu v Japonsku (od 
roku 1979), Kanadě, Mexiku, Korei, Austrálii [2, 8, 9]. 
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Tab. 1: Některé aplikace a povolená množství thaumatinu jako sladidla podle směrnice 
94/35/EC a modifikátoru chutě podle směrnice 95/2/EC  
 
Použití Sladidlo: Thaumatin 
(E957) 
Modifikátor chuti: 
Thaumatin (E957) 
Dezerty (na bázi mléka nebo bez 
mléka) nepovoleno 5mg/kg 
Nápoje (nealkoholické, na bázi 
vody) nepovoleno 0,5mg/l 
Doplňky stravy na bázi vitamínů 
nebo minerálních látek (ve formě 
sirupů nebo žvýkacích tablet) 
400mg/kg nepovoleno 
Mražené krémy (se sníženým 
obsahem energie, nebo bez přídavku 
cukru) 
50 mg/kg nepovoleno 
Žvýkačky (bez přidaného cukru) 50mg/kg (bez přidaného cukru) 
10 mg/kg (s přídavkem 
cukru) 
Cukrovinky (bez přidaného 
cukru) 50 mg/kg nepovoleno 
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1.6 Aplikace thaumatinu 
 
V roce 1970 Talin Food Company (dříve Tate & Lyle ) ve Velké Británii začala 
extrahovaný thaumatin z plodů T. daniellii izolovat ve velkém a prodávat pod názvem Talin 
(adukt thaumatinu na hliník) [2]. Talin se na světovém trhu vyskytuje již asi 20 let a to jak 
v potravinářském, tak i v krmivářském průmyslu. První zemí využívající thaumatin jako 
přídatnou látku do potravin bylo Japonsko.  
Výhody thaumatinu při jeho aplikaci: 
¾ přírodní, intenzivně sladký (až 3000krát sladší než sacharóza)  
¾ modifikátor a intenzifikátor chuti, látka upravující aroma 
¾ stabilní ve zmrzlé a vysušené formě, rozpustný ve vodě a vodném alkoholu 
¾ účinně maskuje hořké a svíravé příchutě 
¾ nevykazuje žádné karcinogenní, mutagenní, teratogenní ani alergenní účinky, 
nepodporuje kažení zubů 
¾ stabilní k vysoké teplotě a pH 
¾ rozpustný ve vodě 
¾ synergistické působení s dalšími nízkokalorickými sladidly 
 
1.7 Potravinářství 
 
Pro výrobu aromatických esencí a směsí je nejdůležitější zajištění dokonalého promísení 
jednotlivých složek a umožnění jejich dostatečného rozvinutí. Toho se dosahuje roztoky 
monopropylenglykolu, glycerolu a různě koncentrovaného ethanolu [1]. Thaumatin se 
používá zejména při výrobě nealkoholických nápojů, alkoholických nápojů kdy přídavek 
malého množství Talinu (5 -7 ppm) způsobí v nápojích jako je např. gin zaokrouhlení a 
vyrovnání chuti. Dále například v kávě zvyšuje požitek a snižuje hořkost, aniž by potlačil 
specifické aroma pražené kávy nebo její chuť a v čaji snižuje trpkost čaje, zaokrouhluje jeho 
aroma a po přídavku citrónu snižuje i jeho celkovou kyselost [11]. Při výrobě tabákových 
výrobků thaumatin zlepšuje profil chuti a propůjčuje těmto výrobkům sladkost. Přídavkem 
malého množství Talinu do cigaretového filtru se zpříjemní a zlahodní vnímaná chuť i vůně 
tabáku [1]. Velmi často se thaumatin používá při výrobě žvýkaček, jelikož prodlužuje účinek 
senzorických látek obsažených ve žvýkacích gumách. Dále se přidává do ústních 
hygienických prostředků a používá se při výrobě léčiv k maskování jejich nepříjemné chuti. 
Jedná se např. o vitamínové produkty, analgetika, kloktadla, léky proti nachlazení, sirupy 
proti kašli [1, 11, 12]. 
1.8 Krmivářství 
 
V krmivářství se thaumatin používá jako přírodní intenzifikátor chuti krmných směsí, 
jelikož  zlepšující chuť živočišných krmiv pro hospodářská i domácí zvířata a také účinně 
maskuje nepříjemnou chuť antibiotik a jiných léčiv přidávaných do krmiva. Thaumatin se 
používá ve více než 80 % všech krmných směsí, sloužící k výživě selat, která díky tomuto 
aditivu vykazují rychlejší hmotnostní přírůstky [1].  
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1.9 Analytická stanovení thaumatinu 
Mezi nejčastěji využívané metody pro stanovení a charakterizaci thaumatinu  patří 
elektroforéza v plošném uspořádání, gelová elektroforéza, chromatografické metody jako 
např. HPLC – DAD, iontoměničová kapalinová chromatografie, imunochemické metody. 
1.9.1 Specifická stanovení 
 
Van der Well a Loeve (1972) zjistili, že absorpční maximum thaumatinu I a II je při  pH = 
5,6 rovno 278 nm. Další dvě absorpční maxima byly při pH = 13,0 rovny 283 nm a 290 
nm.Ultrafialové absorpční spektrum proteinu je sumou spekter všech aminokyselin, které 
daný protein obsahuje. Specifické absorbance se využívá například i při HPLC s ultrafialovou 
detekcí, kdy se thaumatin stanovuje při 280 nm. 
1.9.1.1 Imunochemické metody 
 
Imunochemické metody využívají vazbu radioaktivních i neradioaktivních látek. 
Radioimunologickým stanovením thaumatinu se zabývali Hough a Edwardson. Antiserum 
thaumatinu bylo vyprodukováno imunizací králíka. Vyčištěné protilátky byly označeny 
radioizotopem 125I v poměru 1:1 s chloraminem T nebo laktoperoxidasou. 
Další imunochemickou metodu pro stanovení thaumatinu představil Sadik et al. (1994), kdy 
vyvinul elektrochemický sensor vzniklý přímým začleněním protilátek thaumatinu do 
polypyrrolového filmu během syntézy polymeru. Použité spojení FIA (Flow – Injection 
Analysis) a pulsní amperometrické detekce umožňuje rozvoj citlivé, vratné a rychlé 
elektrochemické imunostanovení thaumatinu [16]. 
 
1.9.2 Elektroforetické techniky 
 
1.9.2.1 Izoelektrická fokusace 
 
Principem izoelektrické fokusace je separace bílkovin na základě jejich rozdílných 
izoelektrických bodů. 
Izoelektrický bod thaumatinu byl pomocí elektroforézy na škrobovém gelu stanoven van 
der Welem na hodnotu odpovídající pI = 11,7 - 12. 
Nespornou výhodou elektroforetických technik je jejich nenákladnost, naproti tomu však je 
jejich velkou nevýhodou dlouhá časová náročnost. Proto se v současné době preferuje spíše 
jedna z modifikací elektroforézy, a to kapilární zónová elektroforéza. Ta totiž poskytuje 
nesrovnatelně kratší časy separací [17, 18]. 
1.9.2.2 Metody plošné elektroforézy 
 
Separace bílkovin elektroforézou probíhá v gelovém nosiči. V současné době se uplatňuje 
polyakrylamidový gel, který vykazuje vysokou reprodukovatelnost dělících podmínek a je 
homogenní. Dělené bílkoviny se rozpustí v příslušných pufrech a začnou migrovat 
 17
v elektrickém poli. Rychlost migrace rozdělených bílkovinných makromolekul je závislá na 
pH prostředí, hmotnosti a tvaru molekuly. Makromolekuly vytvářejí zóny, které se vizualizují 
barvivy, vykazujícími afinitu k bílkovinám. 
K vytvoření peptidové mapy thaumatinu bylo Iyengarem a van der Welem použito 
dvourozměrné vysokonapěťové elektroforézy (HVE). Nejprve byly za daných podmínek 
(napětí 2,5V po dobu 2,5 hodin) separovány jednotlivé frakce proteinu, které se následně 
vyhodnocovali sestupnou papírovou chromatografií. Další elektroforetickou metodu 
představil Chusac, který použil metodu SDS – PAGE k charakterizaci proteázové aktivity 
thaumatinu. 
Velmi často se pro stanovení thaumatinů používá 2D SDS- PAGE s MS detekcí [17, 18]. 
 
1.9.3 Kapalinová chromatografie 
 
1.9.3.1 Kapalinová chromatografie na ionexech 
 
Thaumatin se řadí mezi silně bazické proteiny, a proto se pro jeho stanovení používá 
kationtoměničová chromatografie [17]. 
1.9.3.2 Kapalinová chromatografie na reverzní fázi 
 
Novější variantou je v současnosti využití kapalinové chromatografie na reverzní fázi.     
Kapalinové chromatografie na reverzní fázi bylo využito při izolaci rekombinantního 
thaumatinu ze Saccharomyces cerevisiae. [1]. 
 
2. VYSOKOÚČINNÁ KAPALINOVÁ CHROMATOGRAFIE -  
HPLC 
 
Vysokoúčinná kapalinová chromatografie patří mezi analytické separační techniky 
a slouží k separaci široké škály analytů. Tato metoda zaznamenala největší vzestup v polovině 
sedmdesátých let dvacátého století. Princip této metody spočívá v distribuci analytů mezi dvě 
fáze, ke kterým mají analyty různou afinitu. Jednou z fází je stacionární fáze, která bývá 
nejčastěji zakotvena na pevném nosiči uvnitř chromatografické kolony a druhou fází je 
mobilní fáze, která je pod vysokým tlakem protlačována pomocí vysokotlaké pumpy. Na 
rozhraní obou fází dochází neustále k adsorpci a desorpci analytů, což je hlavním hnacím 
mechanismem separačního procesu [19]. 
 
2.1 Dělení HPLC 
a) dle typu stacionární fáze 
Z hlediska použitých fází se dá HPLC rozdělit na techniku s „normální fází“ (normal-
phase chromatography) a s „obrácenou fází“ (reverse-phase chromatography). 
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1. Chromatografie s normální fází - jako stacionární fáze využívají látky polární povahy, 
např. silikagel, aminopropyl, kyanopropyl nebo dioly. Jako mobilní fáze se pak 
využívají méně polární látky (n-hexan, ethyl ether, chloroform).  
2. Chromatografie s obrácenou fází - jako stacionární fázi se používají nepolární látky, 
které jsou navázané na nosič. Tímto nosičem bývá většinou silikagel. Navázání je 
uskutečněno reakcí reaktivních hydroxylových skupin organochlorosilanů na silikagel. 
Jako organické funkční skupiny jsou nejčastěji používány řetězce C8 nebo C18. Mobilní 
fáze je více polární a obvykle se používá směs vody s vhodným organickým 
rozpouštědlem, nejčastěji methanolem nebo acetonitrilem. 
 
b) dle typu eluce 
Kapalinovou chromatografii je možné rozdělit na základě použitého typu eluce. Ta může 
probíhat buď izokraticky nebo gradientově. 
Izokratická eluce je charakteristická tím, že je po celou dobu analýzy použita pouze jedna 
mobilní fáze s neměnným složením. Eluční síla mobilní fáze je stále stejná a při velkém 
množství analytů s různou polaritou může eluce trvat velmi dlouhou dobu.  
Gradientová eluce se používá, když potřebujeme oddělit velký počet analytů s vysoce 
rozdílnou afinitou ke stacionární fázi a potřebujeme zachovat krátkou dobu analýzy a 
přijatelné rozlišení. Ve  srovnání s izokratickou elucí je s gradientovou elucí dosaženo lepších 
parametrů separace, hlavně rozlišení [20]. 
2.2 Kritéria separace látek 
 
Pro úspěšnou separaci je u kapalinové chromatografie zapotřebí dosažení krátké doby 
separace tj. nízkého retenčního času všech analytů, dosažení dostatečného rozlišení a také 
tvaru píků připomínajících tvarem gaussovský pík [20]. 
a) Rozlišení 
Rozlišením se myslí míra separace dvou píků, tj. vzdálenost středů dvou píků při základně. 
Dva píky jsou považovány za rozlišené, je-li hodnota rozlišení RS  ≥ 1,5. Parametry separace 
se volí takové, aby byly píky i při krátkých dobách analýz co nejlépe rozlišeny [21]. 
Obr. 9: Rozlišení píků analytů i a j (tR,i = retenční čas analytu i (v min), tR,j =  retenční čas 
analytu j (v min), wi a wj = šířky píků analytů i a j při základně, ΔtR = rozdíl retenčních časů) 
[20] 
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(1) 
     Tvar píku by se měl v ideálním případě shodovat s tvarem gaussovského píku. Často tomu 
tak není a píky mohou být rozmyté jak zepředu (fronting), tak i zezadu, což je častější jev 
(tailing) [21]. 
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Obr. 10: Tvary píků [21] 
a „frontující“ pík, b tvar podobný Gaussově křivce, c „chvostující“ pík  
A absorbance, t migrační čas 
 
b) Účinnost kolony 
Účinnost kolony je dána počtem teoretických pater (N). 
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tR (retenční čas analytu), wj (šířka píku j při základně),  w1/2,j (šířka píku v půlce výšky píku 
j) 
c) Teoretické patro kolony 
Místo, kde dochází k ustavení dynamické rovnováhy mezi stacionární a mobilní fází. Počet 
teoretických pater je vždy jiný, v závislosti na uspořádání chromatografického systému 
(průtoková rychlost, typ stacionární fáze) a druhu analytu a je mírou účinnosti 
chromatografické kolony [19]. Počet teoretických pater může být pokládán za jeden 
z hlavních ukazatelů jak a kde danou kolonu použít. Kolona je považována za „dobrou“ 
v případě, že N je vysoké a H (HEPT) je malé. 
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d) Výškový ekvivalent teoretického patra (H, HETP) 
Výškový ekvivalent teoretického patra by měl být co nejmenší aby separace byla co nejvíce 
účinná. Závisí na rychlosti průtoku mobilní fáze kolonou. 
N
LHETPH =)(             (3) 
kde L je délka kolony, N je počet teoretických pater kolony. Výškový ekvivalent 
teoretického patra má rozměr délky a lze jej formálně označit jako délku kolony připadající 
na jedno teoretické patro [19]. 
e) Van Deemterova rovnice  
Děje probíhající v koloně během separace popisuje Van Deemterova rovnice (4), která 
odhaluje děje mající vliv na rozšiřování zón analytu.  
V praxi se více používá zkráceného tvaru Van Deemterovy rovnice, kde je vyjádřena 
závislost H na střední lineární rychlosti toku mobilní fáze u. 
uC
u
BAH ⋅++=                          (4) 
kde A, B a C jsou konstanty pro daný chromatografický systém (složka-mobilní fáze-
kolona) a pro danou teplotu [22]. 
 
Obr. 11: Van Deemterova křivka [23] 
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2.3 Chromatografický systém 
 
Základní zařízení pro kapalinovou chromatografii je tvořeno pumpou, kolonou, detektorem, 
odplyňovačem mobilní fáze, nádobou na mobilní fázi, termostatem, septem pro nástřik 
vzorku, dávkovacím zařízením a vyhodnocovacím mechanismem, nejčastěji PC. 
 
 
Obr. 12: Chromatografický systém [20] 
 
2.3.1 Pumpy 
 
Pumpy musí být vysokotlaké, průtok musí být konstantní, reprodukovatelný a bezpulsní. 
Jeho hodnoty se pohybují v nl.min-1 pro kapilární kolony, v μl.min-1 pro mikronáplňové 
kolony a v ml.min-1 pro běžné náplňové kolony. Pro malé průtoky se používají pístová 
čerpadla, jejichž výhodou je zejména bezpulsní chod. Nevýhodou je nutnost přerušení 
analýzy při znovu naplnění [20]. 
Nejpoužívanějším typem vysokotlakých pump jsou pístové dvoučinné (reciprokační) 
pumpy. Jejich nevýhoda, pulsní chod, se kompenzuje použitím dvou nebo více čerpadel 
současně, přičemž jejich písty se nepohybují rovnoměrně, ale parabolicky s časem a jejich 
činnost je fázově posunuta. Touto pumpou je možné dosáhnout velmi stabilního a 
konstantního tlaku, který se pohybuje v desítkách až stovkách atmosfér [20]. 
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2.3.2 Dávkovací zařízení 
 
Téměř výhradně se používají dávkovací ventily se smyčkou. Nejčastěji se používají 
šesticestné ventily s výměnnou smyčkou, která se naplní injekční stříkačkou. Objem smyčky 
se obyčejně pohybuje od desítek nanolitrů po mililitry. Dávkování je reprodukovatelné a lze 
 
jej i automatizovat [19]. 
br. 13: Schéma šesticestného ventilu se smyčkou [24]  
 
Kolona je obvykle vyrobena z nerezové oceli (stainless steel type 316), vyskytují se však 
ypem kolon může být například monolitická kolona. Monolitické stacionární fáze 
js
y mechanickými nečistotami, vkládáme před hlavní 
ko
O
 
.3.3 Kolona 2
také kolony plastové či skleněné. Kolona je naplněna stacionární fází. Jako stacionární fáze je 
používán silikagel nebo oxid hlinitý (Al2O3), různé druhy gelů, fáze vázané na silikagel nebo 
na oxid hlinitý, nebo materiály s póry o kontrolované velikosti. Obal kolony musí být schopen 
odolávat tlakům v řádech desítek až stovek atmosfér a musí být chemicky inertní. Délka 
kolony se nejčastěji pohybuje od 50 – 250 mm a má vnitřní průměr 2,6 – 3 mm nebo 4,6 – 5 
mm [19].  
Dalším t
ou tvořeny jedním kusem různě pórovitého materiálu. Tento materiál, který může být jak 
anorganického tak i organického charakteru, umožňuje rychlejší průtok mobilní fáze kolonou 
při zachování účinnosti plněných kolon. 
Abychom zamezili kontaminaci kolon
lonu ještě tzv. předkolonku, která má případné nečistoty zadržet.  
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2.3.4 Detektory 
 
Detektor je zařízení monitorující zóny analytu vycházejících z kolony a tím koncentrace 
odpovídajících separovaných látek. Intenzitu signálu v závislosti na čase poté reprodukuje 
v podobě chromatografických píků. Je umístěn bezprostředně za kolonu, aby bylo možné 
detekovat analyty bezprostředně po eluci z kolony. 
Detektor by měl mít malý objem, aby co nejméně přispíval k rozmytí elučních křivek. 
Signál detektoru by měl být stabilní a reprodukovatelný, lineárně závislý na koncentraci v co 
nejširším rozsahu. Citlivost detektoru by měla být co největší a mez detekce co nejnižší. 
Signál by měl mít co nejnižší šum a neměl by obsahovat drift [20]. 
3. HMOTNOSTNÍ SPEKTROMETRIE 
Hmotnostní spektrometrie je velice účinná analytická metoda používaná pro:  
• identifikaci neznámých sloučenin  
• kvantifikaci známých sloučenin  
• určení struktury a fyzikálně - chemických vlastností molekul [25] 
Hmotnostní spektrometrii můžeme zařadit mezi metody separační, protože vedle řízeného 
vzniku iontů je hlavním procesem jejich separace podle poměru hmotnosti a náboje (m/z) 
[22]. Hmotnostní spektrum je záznam iontů vzniklých ze zkoumaného vzorku, uspořádaný 
podle vzrůstajícího poměru hmotnosti k náboji (m/z), vynesený proti absolutnímu nebo 
relativnímu zastoupení jednotlivých iontů [26]. 
Základními součástmi každého hmotnostního spektrometru je iontový zdroj (generování 
iontů ze sledovaných atomů nebo molekul), analyzátor (separátor) iontů (separace iontů podle 
jejich poměru hmotnosti k náboji (m/z), u iontů s jednotkovým nábojem tedy podle jejich 
hmotnosti) a detektor (detekce zastoupení každého druhu rozdělených iontů) [26]. 
4. SPOJENÍ HPLC A HMOTNOSTNÍ SPEKTROMETRIE 
Spojením vysokoúčinné kapalinové chromatografie a hmotnostní spektrometrie  (LC/MS) 
vznikla metoda, jež umožňuje získat cenné informace o molekulových hmotnostech, případně 
i o struktuře látek s vyššími molekulovými hmotnostmi, vetší polaritou či menší tepelnou 
stabilitou než mají sloučeniny analyzované plynovou chromatografií. 
Při spojení LC/MS je jedním z největších technických problémů kompatibilita průtoků 
mobilní fáze z kapalinového chromatografu. Do iontového zdroje hmotnostního spektrometru 
vstupuje řádově větší počet molekul než při zavádění plynné fáze jako je v případě GC/MS. 
Přechod k vysokému vakuu, ve kterém přístroj pracuje je tak obtížnější. Rozdíl tlaků mezi 
kapalinovým chromatografem a hmotnostním spektrometrem je osm až deset řádů [27]. 
Ve spojení s kapalinovou chromatografií se nejčastěji používají kvadrupólové analyzátory 
nebo analyzátory s iontovou pastí. Výhodou analyzátoru s iontovou pastí je možnost MSn 
analýzy v jednom analyzátoru. Další výhodou těchto dvou analyzátorů je nižší potřebné 
vakuum ve srovnání s magnetickým analyzátorem. Ve spojení LC/MS se příliš nepoužívá 
průletový analyzátor (TOF), a to zejména kvůli offline spojení těchto dvou technik. Předností 
tohoto analyzátoru je vysoká skenovaní rychlost a největší rozsah měřených hmot všech 
analyzátorů (MR > 106) [28]. 
 24
  
Obr. 14: Schéma kvadrupólového analyzátoru [29] 
 
V současnosti se nejčastěji používají techniky ionizace využívající kontinuální přívod 
vzorku v kapalné fázi. Ta se na vstupu do iontového zdroje rozprašuje a přitom současně 
dochází k ionizaci.  
Jednotlivé techniky se rozlišují podle způsobu ionizace 
 
1. ionizace termosprejem (TSI) – k ionizaci se využívá zvýšené teploty 
2. ionizace elektrosprejem (ESI) – k ionizaci dochází vlivem elektrického potenciálu 
vloženého na kovovou kapiláru 
3. chemická ionizace za atmosférického tlaku (APCI) – k ionizaci dochází vlivem 
vysokonapěťového elektrického výboje 
 
Všechny tyto ionizační techniky se vyznačují vysokou citlivostí a patří mezi tzv. měkké 
ionizační techniky. Tyto techniky umožňují použití průtoků běžných u konvenčních kolon 
s jen malým omezením volby složení mobilní fáze. Výhodou měkkých ionizačních technik je 
možnost určení molekulové hmotnosti i pro látky, které např. při elektronové ionizaci 
molekulární ion neposkytují.  U měkkých ionizačních technik vzniká molekulární ion 
protonací, resp. kationizací molekuly, čímž vznikají ionty se sudým počtem elektronů. 
V hmotnostních spektrech jsou většinou intenzivní píky molekulových iontů či jejich aduktů. 
U ionizačních technik TSI a APCI lze pracovat s průtoky mobilní fáze až do 2ml/min, u ESI 
se optimální účinnost pohybuje při průtoku 1-100 µl/min. Pokud je průtok mobilní fáze vyšší, 
lze použít tzv. splitter (dělič toku). Pro HPLC separaci s reverzní fázi je vhodné jako ionizační 
techniku použít ESI, TSI. Pro separaci normálními fázemi nejvhodnější APCI. 
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Obr. 15: Srovnání různých LC/MS ionizačních metod [29] 
 
4.1 Ionizace elektrosprejem (ESI) 
Při ionizaci elektrosprejem se roztok vzorku kontinuálně přivádí do iontového zdroje 
kapilárou o vnitřním průměru 100 µm. Na ústí kapiláry je obvykle vloženo napětí 3-5 kV, 
které vytváří silné elektrické pole.  
 
 
Obr. 16: Iontový zdroj elektrospreje [29]  
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Na výstupu z kapiláry dojde k rozprášení vzorku a vznikají malé kapičky s velkým 
nábojem. Prostor u výstupu z kapiláry je proplachován protiproudem sušícího plynu a diky 
němuž dochází k rychlému odpařování mobilní fáze z povrchu kapiček 
 
 
 
Obr. 17: Desorpce iontů z roztoku [29] 
 
Ionty rozprášené do sušícího plynu jsou vtahovány systémem fokusačních a urychlujících 
elektrod s malými středovými otvory do analyzátoru hmotnostního spektrometru s vysokým 
vakuem. Clona sušícího plynu rozrušuje kovalentní vazby v asociálech molekulových iontů 
s rozpouštědlem, jejichž přítomnost by komplikovala interpretaci spekter. 
 
 
Obr. 18: Proces ionizace elektrosprejem od výstupu z kapiláry po vstup do analyzátoru MS 
(www.magnet.fsu.edu/.../images/ionization_esi.jpg) 
Spektra získaná při ionizaci elektrosprejem obsahují jen málo píků fragmentovaných iontů. 
Na rozdíl od termospreje není vstupní kapilára vyhřívaná, a proto nedochází k tepelnému 
rozkladu labilních látek. 
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4.2 Iontová past  
 
Iontová past je pomocné zařízení umožňující účinkem elektrického pole uzavřít ionty 
v ohraničeném prostoru. Skládá se ze vstupní a z výstupní elektrody kruhového průřezu a 
z prstencové středové elektrody. Krajní elektrody jsou uzemněny a na středovou elektrodu je 
vkládáno vysokofrekvenční napětí s proměnnou amplitudou. Ionty jsou nuceny pohybovat se 
uvnitř iontové pasti po uzavřených kruhových drahách.  S rostoucí amplitudou napětí se ionty 
s rostoucím m/z dostávají na nestabilní trajektorie a opouštějí prostor iontové pasti směrem do 
detektoru. 
 
Obr. 19: Schéma iontové pasti [29] 
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5. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
 
5.1 Přístrojové vybavení a software 
 
-  HPLC systém Ultimate 3000 (Dionex Company , Amsterdam, Holandsko) 
• Odplyňovač SRD 3600 
• Řídící jednotka FLM-3000 
• Pumpa DGP-3600 M 
• Autosampler  WPS-3000 T 
• Chromatografická kolona Jupiter Proteo, 5 um, 90A, (Phenomenex), C4 
• UV detektor VWD-3000 
• Řídící software Chromeleon 6.80 build 2212 
 
- Probot (Micro fraction collector), LC Packings (Dionex Company, Amsterdam, 
Holandsko) 
• Řídící software µCarrier 2.0 build 1615 
 
- LC/MS systém, Ultimate, (LC Packings, Dionex Company, Amsterdam, Holandsko)  
• Nano LC systém: Ultimate, Famos, Switchos (LC Packings, Dionex Company, 
Amsterdam, Holandsko)   
• Chromatografická kolona Jupiter Proteo, 4 um, 90A, (Phenomenex), 30x4,6 
mm, C18 
• UV detektor VWD-3000 
• Řídící software Chromeleon 6.80 build 2212 
• MS systém: HCTultra™ (Bruker Daltonics, Dionex Company, Amsterdam, 
Holandsko)   
• Řídící software Esquire control  
 
- Centrifuga 5417R (Eppendorf AG, Hamburg, Německo)  
- Thermomixer Comfort (Eppendorf AG, Hamburg, Německo)  
- Odstředivka MiniSpin (Eppendorf AG, Hamburg, Německo)  
- Minishaker MS2 (Ika Works, Wilmington, USA) 
 
 
 
 
 
 29
5.2 Materiál 
Rozpouštědla: 
Methanol  (CH3OH)                                                Mr = 32,04 g.mol-1        
(Merck, Darmstadt, Německo)  
 
Ethanol  (C2H5OH)                                                Mr = 46,04 g.mol-1        
(Merck, Darmstadt, Německo)  
 
Acetonitril  (AcN) (CH3CN)       Mr = 41,05 g.mol-1      
(Merck, Darmstadt, Německo)                                    
 
Trifluoroctová kyselina (TFA) (C2H1F3O2)       Mr = 114.02 g.mol-1 
(Sigma-Aldrich, Praha, Česká Republika) 
 
Mravenčí kyselina (FA) (HCOOH)       Mr = 46.03 g.mol-1 
(Sigma-Aldrich, Praha, Česká Republika) 
 
Octová kyselina (AA) (CH3COOH)       Mr = 60.08 g.mol-1 
(Sigma-Aldrich, Praha, Česká Republika) 
 
Chloroform (CHCl3)         Mr = 119,38 g.mol-1 
(Lach-Ner, Neratovice, Česká Republika) 
Standardy: 
Thaumatin           
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Německo)                                   
Modelový potravinový vzorek 
Šumivá tableta s obsahem brusinkového extraktu a s náhradními sladidly včetně 
thaumatinu. Obsah thaumatinu v tabletě nebyl uveden. 
Obohacené vzorky: 
Modelový potravinový vzorek byl obohacen roztokem thaumatinu ve vodě (2 mg/ml). 
Protein byl vysrážen octanem amonným a analyzován na HPLC/UV a LC/MS. Byly 
analyzovány vzorky o koncentraci 2000, 1600, 1200, 800, 400, 200, 100, 50, 20 mg/l.   
 
 
 
 30
VÝSLEDKY A DISKUZE 
6. ANALÝZA THAUMATINŮ POMOCÍ HPLC 
 
Úkolem bylo nalézt vhodné podmínky pro separaci izomerů thaumatinu. 
Na základě publikací, které se zabývají problémem separace izomerů thaumatinu a také na 
základě chemických vlastností konkrétních analytů, byl pro separaci navržen HPLC systém 
s obrácenou fází C4 v gradientovém elučním módu.  
Nejdříve bylo nutné nalézt takové složení mobilních fází a průběh gradientu, aby se 
jednotlivé isoformy thaumatinu od sebe separovaly.  
Jako organická část mobilní fáze byly vyzkoušeny n-propanol, methanol a acetonitril. n-
Propanol byl vyhodnocen jako nevhodný, jelikož má vysokou viskozitu, což způsobilo vzrůst 
tlaku na koloně nad kritickou hodnotu a následné vypnutí systému. Při použití methanolu a 
acetonitrilu bylo dosaženo velmi podobných výsledků. Jako vhodná MF byl vybrán 
acetonitril, jelikož se další analýzy vzorku (frakcí z HPLC) prováděly na LC/MS, kde se jako 
mobilní fáze používá acetonitril.  
Kolona byla v termostatu vyhřívána na 40 °C, jelikož při této teplotě docházelo 
k nejmenším memory efektům na koloně. 
 
 
mobilní fáze  viz složení MF 
gradient  viz  průběh gradientu  
teplota 40 °C 
průtok Micro pump  4 µl.min-1 
 Loading pump 4 µl.min-1 
objem nástřiku 5 μl 
vlnová délka 280 nm 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1) C4_reversevalve  
 
gradient  
0-6 min 5 % B 
6-20min 5 % → 20 % B 
20-71 min 20 % → 70 %B 
71-75 min 70 % → 90 %B 
76 – 80min 5 % B  
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Podmínky analýzy: 
Složení mobilní fáze: 
Mobilní fáze Složení 
A 0,1 % TFA 
B 90 % AcN, 0,1 % TFA 
C 80 % AcN 
 
 
Tato metoda není vhodná pro separaci thaumatinu, jelikož při tomto složení mobilní fáze a 
při tomto gradientu nedošlo k separaci isoforem thaumatinu (Obr. 20). Další nevýhodou byla 
dlouhá doba trvání jedné analýzy. Pro snížení doby analýzy byl v mobilní fázi A zvýšen 
obsah organické složky na 15  %. 
 
 0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 37,0
-20
25
50
75
100
140 Lenka_Jedla #25 Thaumatin-0,1mgmL I UV_VIS_2mAU
min
1 - 23,808
2 - 32,142
WVL:280 nm
 
Obr. 20: Chromatogram thaumatinu, koncentrace 0,1 mg.ml-1 
 
2) metoda C4_reversevalve_faster-L-40C 
 
gradient  
0 - 4 min 15 % A, 0 %B 
4 - 30 min 0 % → 40 % B 
30 - 35 min 40 % → 90 %B 
35 - 45 min 90 %B 
46 - 56 min 15 % A, 0 % B 
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Podmínky analýzy: 
Složení mobilní fáze: 
Mobilní fáze Složení 
A 15 % AcN, 0,1 % TFA 
B 90 % AcN, 0,1 % TFA 
C 80 % AcN 
 
 
Ani tato metoda nebyla pro separaci thaumatinu vhodná, jelikož se sice zkrátila doba 
analýzy, avšak k separaci isoforem thaumatinu nedošlo (Obr. 21). Proto bylo nutné změnit 
průběh gradientu. 
 
 0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 56,0
-5,0
0,0
10,0
20,0
30,0 Lenka_Jedla #112 Thaumatin-0,1mgmL I UV_VIS_1mAU
min
1 - 28,300
WVL:280 nm
 
Obr. 21: Chromatogram thaumatinu, koncentrace 0,1 mg.ml-1 
3)  metoda C4_reversevalve_Th-2-40C 
gradient  
0 - 6 min 15 % A, 0 %B 
6 - 60 min 0 % → 40 % B 
60 - 65 min 40 % → 90 %B 
65 - 75 min 90 %B 
76 – 82 min 15 % A, 0 % B 
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Podmínky analýzy: 
Složení mobilní fáze: 
Mobilní fáze Složení 
A 15 % AcN, 0,1 % TFA 
B 90 % AcN, 0,1 % TFA 
C 80 % AcN 
 
Při zpomalení gradientu bylo zjištěno, že dochází k částečné separaci isoforem (Obr. 22). 
Proto jsem se u dalších metod soustředila hlavně na optimalizaci gradientu. 
 
 
 
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 63,8
-10,0
12,5
25,0
37,5
50,0
70,0 Lenka_Jedla #126 Thaumatin-0,1mgmL I UV_VIS_1mAU
min
WVL:280 nm
Obr. 22: Chromatogram thaumatinu, koncentrace 0,1 mg.ml-1 
4)  metoda C4_reversevalve_Th-3-40C 
gradient  
0 - 6 min 15 % A, 0 % B 
6 - 12 min 0 % → 25 % B 
12 - 60 min 25 % → 40 % B 
60 - 65 min 40 % → 90 % B 
65 - 75 min 90 % B 
76 – 82 min 15 % A, 0 % B 
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Podmínky analýzy: 
Složení mobilní fáze: 
Mobilní fáze Složení 
A 15 % AcN, 0,1 % TFA 
B 90 % AcN, 0,1 % TFA 
C 80 % AcN 
 
Při této změně gradientu, kdy od šesté do dvanácté minuty rychle roste podíl organické 
složky až do 25 % složky B a od dvanácté do šedesáté minuty pomalu stoupá obsah MF B do 
40 % B, došlo ke změně tvaru píku a dochází k velmi slabé separaci. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 70,0 82,0
-10,0
20,0
40,0
60,0
80,0 Lenka_Jedla #128 Thaumatin-0,1mgmL I UV_VIS_1mAU
min
1 - 18,633
WVL:280 nm,
Obr. 23: Chromatogram thaumatinu, koncentrace 0,1 mg.ml-1 
 
5)  metoda C4_reversevalve_Th-4-40C 
gradient  
0 - 6 min 15 % A, 0 %B 
6 - 12 min 0 % → 25 % B 
12 - 42 min 25 % → 35 % B 
42 - 50 min 35 % → 90 % B 
50 - 60 min 90 % B 
61 – 67 min 15 % A, 0 % B 
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Podmínky analýzy: 
Složení mobilní fáze: 
Mobilní fáze Složení 
A 15 % AcN, 0,1 % TFA 
B 90 % AcN, 0,1 % TFA 
C 80 % AcN 
 
 
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 67,0
-10,0
12,5
25,0
37,5
50,0
70,0 Lenka_Jedla #129 Thaumatin-0,1mgmL I UV_VIS_1mAU
min
1 - 17,958
2 -
3 - 27,608
WVL:280 nm
 18,767
V této metodě byl průběh gradientu upraven tak, že od šesté do dvanácté minuty stoupal 
obsah MF B až do 25 % B, od dvanácté do 42. minuty pomalu stoupal od 25 % do 35 % 
složky B. Toto pomalé zvyšování eluční síly mělo za následek další zvýšení rozlišení 
jednotlivých píků.  
 
 
1 - 17,958
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 24: Chromatogram thaumatinu, koncentrace 0,1 mg.ml-1 
 
5)  metoda C4_reversevalve_Th-5-40C 
gradient  
0 - 6 min 15 % A, 0 %B 
6 - 12 min 0 % → 25 % B 
12 - 42 min 25 % → 25 % B 
42 - 50 min 25 % → 90 % B 
50 - 60 min 90 % B 
61 – 67 min 15 % A, 0 % B 
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Podmínky analýzy: 
Složení mobilní fáze: 
Mobilní fáze Složení 
A 15 % AcN, 0,1 % TFA 
B 90 % AcN, 0,1 % TFA 
C 80 % AcN 
 
U této metody byl od dvanácté do 42. minuty nastaven isokratický eluční mód na 25 % MF 
B, což mělo za následek separaci jednoho píku thaumatinu na pět píků. Jak je vidět z Obr. 25, 
rozlišení těchto píků však není pro sběr frakcí dostačující. Dalším problémem při používání 
sokratického módu byla nedostatečná doba ekvilibrace kolony, což mělo za následek rozdílné 
retenční časy analytů.   
 
 0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 67,0
-5,0
0,0
10,0
20,0
30,0 Lenka_Jedla #131 Thaumatin-0,1mgmL I UV_VIS_1mAU
min
1 - 16,075
2 - 18,508
3 - 19,025
4 - 19,617
5 - 20,250
6 - 21,975
7 - 29,608
WVL:280 nm
 
Obr. 25: Chromatogram thaumatinu, koncentrace 0,1 mg.ml-1 
 
6) metoda C4_reversevalve_Th-8-40C 
 
gradient  
0 - 6 min 15 % A, 0 %B 
6 - 12 min 0 % → 23 % B 
12 - 42 min 23 % → 30 % B 
42 - 50 min 30 % → 90 % B 
50 - 60 min 90 % B 
61 – 77 min 15 % A, 0 % B 
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Podmínky analýzy: 
Složení mobilní fáze: 
Mobilní fáze Složení 
A 15 % AcN, 0,1 % TFA 
B 90 % AcN, 0,1 % TFA 
C 80 % AcN 
 
U této metody byl od dvanácté do 42. minuty nastaven pomalu se zvyšující se obsah MF B 
až na 23 % B. Tím bylo dosaženo lepšího rozlišení píků. U takto pomalého gradientu se však 
opět objevily problémy s ekvilibrací kolony a tudíž i s retenčními časy analytů. Proto byla tato 
metoda prodloužena o deset minut a kolona byla promývána MF A, čímž se vyřešily 
problémy s ekvilibrací kolony. Tato metoda byla vyhodnocena jako nejlepší pro separaci 
isoforem thaumatinu na LC/MS. 
 
 0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 67,0
-5,0
10,0
20,0
35,0 Lenka_Jedla #146 [modified by OBSLUHA] UV_VIS_1mAU
min
WVL:280 nm
 
Obr. 26: Chromatogram thaumatinu, koncentrace 0,1 mg.ml-1 
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7. CHARAKTERIZACE THAUMATINŮ POMOCÍ LC/MS 
Při charakterizaci thaumatinu pomocí LC/MS byl vzorek tohoto sladkého proteinu nejdříve 
analyzován na HPLC s UV detekcí a pomocí mikrosběrače frakcí Probot byly jímány 
jednotlivé frakce. Z těchto frakcí byl dále odpařen acetonitril z mobilních fází na přístroji 
Speed-vac a proteiny v každé frakci byly štěpeny trypsinem. 
 
Podmínky analýzy na LC/MS: 
 
1) LC podmínky 
 
LC systém: UltiMate™ 3000  
Analytická kolona: Jupiter Proteo 90A 
Mobilní fáze:  
A: 0,1 %  kyselina mravenčí 
B: acetonitril/voda (90:10 v/v), 0,1 % FA 
C: acetonitril/voda (80:20 v/v) 
 
Dávkovací roztoky:  
AL: 0,1  % FA ve vodě 
BL: 0,1 % acetonitril ve vodě, 0,1  % FA  
 
Gradient:  
Tok při dávkování: 20 μl/min 
Tok na koloně: 6,5 μl/min 
 
2) MS podmínky 
 
Hmotnostní spektrometr: HCTultra™ (Bruker Daltonics) 
ESI-MS: Positivní mód, mass range 300-1500 m/z 
 
Postup pro štěpení proteinů: 
1. Z mrazícího boxu se vytáhne zásobní roztok (NH4)2CO3 (2M) a naředí se 20 µl 0,5M 
roztoku (NH4)2CO3. 
2. Ke každému vzorku se přidá 1,3 µl (NH4)2CO3. 
3. Ke každému vzorku se přidá 16 µl H2O. 
4. Zásobní roztok trypsinu o koncentraci 1µg/µl se vytáhne z mrazícího boxu a naředí se 
na koncentraci 0,1 µg/µl. 
5. Ke každému vzorku se přidají 2 µl trypsinu. 
6. Vzorky se vloží do thermomixéru a inkubují se 2 hodiny při 37°C. 
7. Pro zastavení štěpení se naředí kyselina mravenčí na koncentraci 5 % FA a ke 
každému vzorku se přidá 1 µl 5 % FA. 
8. Pro analýzu na LC/MS se napipetuje 20 µl vzorku a zkontroluje se pH, které by se 
mělo pohybovat v mezích 3-5.  
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7.1 Přehled sekvencí jednotlivých isoforem thaumatinu 
 
Jednotlivé isoformy se od sebe liší rozdílnými aminokyselinami v polohách 46, 63, 67, 76 
a 113 (Obr. 6). 
 
Sekvence 1: gi|112490423|Chain A, Structure Of Vil-Thaumatin 
Length = 207 (1 .. 207) ……Thaumatin I 
 
 
Query  1    ATFEIVNRCSYTVWAAASKGDAALDAGGRQLNSGESWTINVEPGTNGGKIWARTDCYFDD  
Query  61   SGSGICKTGDCGGLLRCKRFGRPPTTLAEFSLNQYGKDYIDISNIKGFNVPMNFSPTTRG   
Query  121  CRGVRCAADIVGQCPAKLKAPGGGCNDACTVFQTSEYCCTTGKCGPTEYSRFFKRLCPDA  
Query  181  FSYVLDKPTTVTCPGSSNYRVTFCPTA  
 
Sekvence 2: gi|135780|Thaumatin-2 precursor (Thaumatin II) >gi|170191|gb|AAA93095.1| 
preprothaumatin 
Length = 235 (1 .. 235) ……Thaumatin II 
 
 
Query 1     ATFEIVNRCSYTVWAAASKGDAALDAGGRQLNSGESWTINVEPGTKGGKIWARTDCYFDD   
Query 61    SGRGICRTGDCGGLLQCKRFGRPPTTLAEFSLNQYGKDYIDISNIKGFNVPMDFSPTTRG   
Query 121   CRGVRCAADIVGQCPAKLKAPGGGCNDACTVFQTSEYCCTTGKCGPTEYSRFFKRLCPDA   
Query 181   FSYVLDKPTTVTCPGSSNYRVTFCPTA  
 
Sekvence 3: gi|157833948|Chain A, The Structures Of Three Crystal Forms Of The Sweet 
Protein Thaumatin >gi|19070706|gb|AAL83964.1|AF355098_1 thaumatin I [Thaumatococcus 
daniellii] 
Length = 207 (1 .. 207) ……Thaumatin A 
 
Query  1    ATFEIVNRCSYTVWAAASKGDAALDAGGRQLNSGESWTINVEPGTNGGKIWARTDCYFDD  
Query  61   SGSGICKTGDCGGLLRCKRFGRPPTTLAEFSLNQYGKDYIDISNIKGFNVPMDFSPTTRG   
Query  121  CRGVRCAADIVGQCPAKLKAPGGGCNDACTVFQTSEYCCTTGKCGPTEYSRFFKRLCPDA  
Query  181  FSYVLDKPTTVTCPGSSNYRVTFCPTA   
 
 
 
Sekvence 4: gi|40889705|Chain A, Thaumatin Structure At 1.05 A Resolution 
Length = 207 (1 .. 207) ……Thaumatin B  
 
 
Query  1    ATFEIVNRCSYTVWAAASKGDAALDAGGRQLNSGESWTINVEPGTKGGKIWARTDCYFDD   
Query  61   SGSGICKTGDCGGLLRCKRFGRPPTTLAEFSLNQYGKDYIDISNIKGFNVPMDFSPTTRG  
Query  121  CRGVRCAADIVGQCPAKLKAPGGGCNDACTVFQTSEYCCTTGKCGPTEYSRFFKRLCPDA  
Query  181  FSYVLDKPTTVTCPGSSNYRVTFCPTA   
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7.2 Výsledky analýzy na LC/MS 
 
Pro analýzu na LC/MS byly najímány frakce čerstvě připraveného roztoku thaumatinu a 
dva dny starého roztoku thaumatinu. 
Při analýze čerstvého roztoku thaumatinu dochází k separaci a eluci čtyř píků. Po analýze 
na LC/MS a následném vyhodnocení spekter bylo zjištěno, že jednotlivé frakce obsahují více 
isoforem thaumatinu. Ve frakci 2 byly identifikovány všechny čtyři isoformy thaumatinu. 
 
 
 
 
 
Obr. 27: Rozdělení frakcí, čerstvě připravený roztok thaumatinu 
 
Frakce 1 
 
1.       Chain A, The Structures Of Three Crystal Forms Of The Sweet Protein Thaumatin - 
Thaumatin A 
 
2.       Chain A, Thaumatin Structure At 1.05 A Resolution - Thaumatin B 
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Frakce 2 
 
1.       Thaumatin-2 precursor (Thaumatin II) 
 
2.       Chain A, The Structures Of Three Crystal Forms Of The Sweet Protein Thaumatin - 
Thaumatin A 
 
3.      Chain A, Thaumatin Structure At 1.05 A Resolution - Thaumatin B 
 
4.       Chain A, Structure Of Vil-Thaumatin - Thaumatin I 
 
 
Frakce 3 
 
1.       Chain A, The Structures Of Three Crystal Forms Of The Sweet Protein Thaumatin - 
Thaumatin A 
 
2.       Chain A, Thaumatin Structure At 1.05 A Resolution - Thaumatin B 
 
 
Frakce 4 
1.       Chain A, The Structures Of Three Crystal Forms Of The Sweet Protein Thaumatin - 
Thaumatin A 
 
 2.      Chain A, Thaumatin Structure At 1.05 A Resolution - Thaumatin B 
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U jednotlivých frakcí byly srovnány chromatogramy jednotlivých signifikantních peptidů pro 
danou isoformu: 
 
1) m/z 589,9 -      R.TDCYFDDSGR.G – charakteristický peptid pro Thaumatin II 
2) m/z 930,5 - R.QLNSGESWTINVEPGTK.G – charakteristický peptid pro Thaumatin II a 
Thaumatin B 
3) m/z 696,7 -  R.QLNSGESWTINVEPGTNGGK - charakteristický peptid pro Thaumatin I a 
Thaumatin A 
 
Srovnáním chromatogramů peptidu R.TDCYFDDSGR.G o m/z 589,9 jsem zjistila, že se 
tento peptid nachází pouze ve frakci 2. 
 
 
 
Obr. 28: Srovnání chromatogramů, frakce 1-4, m/z 589,9  (zelená - frakce 2) 
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Srovnáním chromatogramů peptidu R.QLNSGESWTINVEPGTK.G o m/z 930,5 jsem 
zjistila, že se tento peptid nachází ve všech frakcích. Největší obsah thaumatinu B je ve frakci 
jedna a postupně klesá. Nejmenší obsah je ve frakci 4. 
 
 
 
 
Obr. 29: Srovnání chromatogramů, frakce 1-4, m/z 930,5  (černá - frakce 2) 
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Srovnáním chromatogramů peptidu R.QLNSGESWTINVEPGTNGGK o m/z 696,7 jsem 
potvrdila, že se tento peptid nachází ve všech frakcích, jelikož všechny frakce obsahují 
thaumatinu A, ve frakci dvě je obsažen i thaumatinu I. 
 
 
 
 
Obr. 30: Srovnání chromatogramů, frakce 1- 4, m/z 696,7 (zelená - frakce 1, růžová - frakce 3) 
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U standardních roztoků thaumatinu, které byly starší než dva dny, pravděpodobně 
docházelo ke rozpadu proteinu, což se projevilo elucí šesti píku při separaci na HPLC. Při 
srovnání frakcí čerstvého a staršího standardního roztoku thaumatinu jsem zjistila, že si 
jednotlivé frakce odpovídají. Pouze u čtvrté frakce ze staršího roztoku chybí isoforma 
Thaumatin I. 
 
U jednotlivých frakcí byly opět porovnány chromatogramy jednotlivých signifikantních 
peptidů pro danou isoformu: 
 
1) m/z 589,9 -      R.TDCYFDDSGR.G – charakteristický peptid pro Thaumatin II 
2) m/z 930,5 - R.QLNSGESWTINVEPGTK.G – charakteristický peptid pro Thaumatin II a 
Thaumatin B 
3) m/z 696,7 -  R.QLNSGESWTINVEPGTNGGK - charakteristický peptid pro Thaumatin I a 
Thaumatin A 
 
 
 
Obr. 31: Rozdělení frakcí, dva dny starý roztok thaumatinu 
 
Frakce 1 
 
1.   Chain A, The Structures Of Three Crystal Forms Of The Sweet Protein Thaumatin 
 
2.      Chain A, Thaumatin Structure At 1.05 A Resolution 
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Frakce 2 
 
1.       Chain A, The Structures Of Three Crystal Forms Of The Sweet Protein Thaumatin - 
Thaumatin A 
 
2.      Chain A, Thaumatin Structure At 1.05 A Resolution - Thaumatin B 
 
Frakce 3 
 
1.       Chain A, The Structures Of Three Crystal Forms Of The Sweet Protein Thaumatin - 
Thaumatin A 
 
2.       Chain A, Thaumatin Structure At 1.05 A Resolution - Thaumatin B 
 
 
Frakce 4 
1.       Thaumatin-2 precursor (Thaumatin II) 
 
2.       Chain A, Thaumatin Structure At 1.05 A Resolution - Thaumatin B 
 
3.       Chain A, The Structures Of Three Crystal Forms Of The Sweet Protein Thaumatin - 
Thaumatin A 
 
Frakce 5 
 
1.       Chain A, The Structures Of Three Crystal Forms Of The Sweet Protein Thaumatin - 
Thaumatin A 
 
2.       Chain A, Thaumatin Structure At 1.05 A Resolution - Thaumatin B 
 
Frakce 6 
 
1.       Chain A, The Structures Of Three Crystal Forms Of The Sweet Protein Thaumatin - 
Thaumatin A 
 
2.       Chain A, Thaumatin Structure At 1.05 A Resolution - Thaumatin B 
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Srovnáním chromatogramů peptidu R.TDCYFDDSGR.G o m/z 589,9 jsem zjistila, že se 
tento peptid nachází pouze ve frakci 4. 
 
 
 
Obr. 32: Srovnání chromatogramů, frakce 1-6, m/z 589,9  (zelená - frakce 4) 
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Srovnáním chromatogramů peptidu R.QLNSGESWTINVEPGTK.G o m/z 930,5 jsem 
zjistila, že se tento peptid nachází ve frakci 2 (žlutá), 4 ( červená) a 5 (zelená). Ve frakci 2 se 
nachází Thaumatin B, ve frakci 4 se nachází Thaumatin II a Thaumatin B a ve frakci 5 se 
nachází Thaumatin B. 
 
 
 
Obr. 33: Srovnání chromatogramů, frakce 1-6, m/z 930,5  (červená - frakce 4)
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      Srovnáním chromatogramů peptidu R.QLNSGESWTINVEPGTNGGK o m/z 696,7 jsem 
potvrdila, že se tento peptid nachází ve všech frakcích, jelikož všechny frakce obsahují 
thaumatinu A. 
 
 
 
Obr. 34: Srovnání chromatogramů, frakce 1-6, m/z 696,7  (zelená - frakce 5) 
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8. ANALÝZA MODELOVÉHO POTRAVINOVÉHO VZORKU 
Jako modelový potravinový vzorek byla vybrána šumivá tableta obsahem brusinkového 
extraktu a s náhradními sladidly včetně thaumatinu. Vzhledem k tomu, že tableta obsahovala 
ve vodě rozpustné barviva (např. kyanidin z bobulí brusinky obecné), která by mohla 
kontaminovat kolonu, bylo nutné tyto barviva odstranit a pracovat pouze s proteiny.  
Při oddělení proteinů z barevného roztoku jsem použila dva různé postupy: 
A) purifikační kit MB-HIC (Magnetic Beads based Hydrophobic Interaction 
Chromatography) 
B) precipitaci proteinů pomocí organických rozpouštědel 
 
U každého postupu jsem prováděla analýzu pro potravinový vzorek, pro standard 
thaumatinu a pro potravinový vzorek s přídavkem standardu (100 μl standardu thaumatinu o 
koncentraci 2 mg/ml). 
 
8.1 MB-HIC 
Postup purifikaci proteinů pomocí MB-HIC: 
1. Suspenze magnetických koulí se opatrně promíchala. 
2. Do vialky se odpipetovalo se 10µl BS (binding solution), 5 µl vzorku a 5 µl suspenze 
magnetických koulí. Roztok se opatrně promíchal a nechal stát 1 minutu. 
3. Vialka se umístila do magnetického separátoru a počkalo se 20 sekund než došlo 
k oddělení magnetických částic od roztoku. 
4. Supernatant se opatrně odpipetoval, přidalo se 100 µl WS (wash solution), obsah 
vialky se v magnetickém separátoru opatrně promíchal a poté nechal 20 sekund stát.  
5. Supernatant se opět odpipetoval. 
6. Krok 4. a 5. se zopakoval dvakrát. 
7. Pro eluci proteinů se přidalo 5µl 50 % acetonitrilu, obsah vialky se v magnetickém 
separátoru opatrně promíchal a poté nechal 20 sekund stát.  
8. Roztok acetonitrilu s vyeluovanými proteiny se odpipetoval do čisté vialky a 
zanalyzoval na HPLC. 
 
Tento postup se ukázal jako zcela nevhodný. Thaumatin se patrně na magnetické částice 
vůbec nezachytil, nebo došlo k jeho eluci dříve než po přidání 50 % acetonitrilu. Výsledek 
HPLC analýzy potravinového vzorku se standardem a čistého potravinového vzorku můžete 
vidět na Obr. 35 a 36.     
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 0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 77,0
-0,50
0,00
1,00
2,00
3,00 Lenka_Jedla #216 thaumatin UV_VIS_1mAU
min
WVL:280 nm
 
Obr. 35: Chromatogram šumivé tablety s přídavkem standardu thaumatinu po purifikaci 
pomocí MB-HIC 
 
 0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 77,0
-0,50
-0,00
0,50
1,00
1,50
2,00
2,50 Lenka_Jedla #217 thaumatin UV_VIS_1mAU
min
WVL:280 nm
 
Obr. 36: Chromatogram standardu thaumatinu po purifikaci pomocí MB-HIC 
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8.2 Precipitace proteinů 
8.2.1 Acetonové srážení 
Používá se pro eliminaci nečistot rozpustných v acetonu a k prekoncentraci. 
1) K 1 objemu roztoku proteinu se přidají 4 objemy vychlazeného acetonu. Obsah zkumavky 
se promíchal a zkumavka se nechala přes noc stát v chladící destičce v mrazáku při -20 °C.  
2) Poté následuje centrifugace 60 min při 4 ºC a při nejvyšších otáčkách (20817g). 
Supernatant se opatrně odpipetoval a osušil se okraj zkumavky. 
3) Vzorek se vysušil pod vakuem ve Speed-vacu nebo se nechal vyschnout ve Flowboxu.  
4) Vyschlá sraženina se rozpustila v 0,1 % TFA. 
 
Jak lze vidět na Obr. 37 po acetonovém srážení není v chromatogramu patrný žádný pík 
thaumatinu. 
 
 0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 77,0
-0,50
0,00
1,00
2,00
3,00 Lenka_Jedla #208 thaumatin UV_VIS_1mAU
min
WVL:280 nm
 
Obr. 37: Chromatogram standardu thaumatinu po acetonovém srážení 
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8.2.2 Ethanolové srážení 
1) K 1 objemu roztoku proteinu se přidá 9 objemů vychlazeného 100 % ethanolu. Obsah 
zkumavky se promíchal a zkumavka se nechala přes noc stát v chladící destičce v mrazáku 
při -20°C.  
2) Poté následuje centrifugace 60 min při 4 ºC a při nejvyšších otáčkách (20817 g). 
Supernatant se opatrně odpipetoval a osušil se okraj zkumavky. 
3) Pelet se promyje 90 % vychlazeným ethanolem, vzorek se promíchá a opět zcentrifuguje.  
4) Vzorek se vysušil pod vakuem ve Speed-vacu nebo se nechal vyschnout ve Flowboxu.  
5) Vyschlá sraženina se rozpustila v 0,1 % TFA. 
 
Ani ethanolové srážení proteinů není pro precipitaci thaumatinu vhodné. Absence píku 
thaumatinu je pravděpodobně způsobena rozpustností thaumatinu v ethanolu. Nevýhodou 
bylo také to, že se barvivo z brusinkového extraktu vysráželo spolu s proteiny a vytvořila se 
gelovitá sraženina, která byla pouze částečně rozpustná ve vodě. 
 
 0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 70,0 77,0
-1,0
2,0
4,0
6,0
9,0 Lenka_Jedla #196 thaumatin UV_VIS_1mAU
min
WVL:280 nm
 
Obr. 38: Chromatogram šumivé tablety s přídavkem standardu thaumatinu po ethanolovém 
srážení 
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8.2.3 Aceton - ethanolové srážení 
1) K 1 objemu roztoku proteinu se přidají 4 objemy vychlazeného acetonu. Obsah zkumavky 
se promíchal a zkumavka se nechala přes noc stát v chladící destičce v mrazáku při -20°C.  
2) Poté následuje centrifugace 60 min při 4 ºC a při nejvyšších otáčkách (20817 g). 
Supernatant se opatrně odpipetoval a osušil se okraj zkumavky. 
3) Vzorek se vysušil pod vakuem ve Speed-vacu nebo se nechal vyschnout ve Flowboxu.  
4) Sraženina se rozpustila v 100 µl H2O a poté se přidalo 9 objemů vychlazeného 100 % 
ethanolu. Obsah zkumavky se promíchal a zkumavka se nechala přes noc stát v chladící 
destičce v mrazáku při -20 °C.  
5) Opět následovala centrifugace 60 min při 4 ºC a při nejvyšších otáčkách (20817 g). 
Supernatant se opatrně odpipetoval a osušil se okraj zkumavky. 
6) Pelet se promyje 90 % vychlazeným ethanolem, vzorek se promíchá a opět zcentrifuguje.  
7) Vzorek se vysušil pod vakuem ve Speed-vacu nebo se nechal vyschnout ve Flowboxu.  
8) Vyschlá sraženina se rozpustila v 0,1 % TFA. 
 
Jak jde vidět na Obr. 39, nedošlo k extrakci thaumatinu, tato precipitační metoda tedy není 
pro extrakci thaumatinu vhodná.  
 
 0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 77,0
-2,0
5,0
10,0
16,0 Lenka_Jedla #197 thaumatin UV_VIS_1mAU
min
1 - 16,017
WVL:280 nm
 
Obr. 39: Chromatogram standardu thaumatinu po aceton - ethanolovém srážení 
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8.2.4 Chloroform-methanolové srážení  
1) Ke vzorku o objemu 100 µl se přidalo 400 µl methanolu a obsah zkumavky se promíchal. 
2) Přidalo se 100 µl chloroformu a obsah zkumavky se promíchal. 
3) přidalo se 300 µl H2O. 
4) Centrifugace při maximálních otáčkách po dobu 1 minuty. 
5) Odstranila se vrchní vodná vrstva. 
6) Přidalo se 400 µl methanolu a obsah zkumavky se promíchal. 
7) Centrifugace při maximálních otáčkách po dobu 2 minut. 
8) Odpipetovalo se co největší množství methanolu tak, aby nebyla porušena sraženina. 
9) Vzorek se vysušil pod vakuem ve Speed-vacu nebo se nechal vyschnout ve Flowboxu.  
10) Vyschlá sraženina se rozpustila v 0,1 % TFA. 
 
 
Při použití chloroform-methanolového srážení došlo k částečnému vysrážení thaumatinu. 
Jak jde vidět na Obr.40, intenzita eluovaného píku je velice nízká. 
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Obr. 40: Chromatogram standardu thaumatinu po chloroform-methanolovém srážení 
Reference:  Wessel, D. and Flugge, U. I. Anal. Biochem. (1984) 138, 141-143 
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8.2.5 Srážení octanem amonným 
1) K 1 objemu roztoku proteinu se přidá 5 objemů vychlazeného 100 % octanu amonného. 
Obsah zkumavky se promíchal a zkumavka se nechala přes noc stát v chladící destičce 
v mrazáku při -20°C. 
2) Poté následuje centrifugace 60 min při 4 ºC a při nejvyšších otáčkách (20817 g). 
Supernatant se opatrně odpipetoval a osušil se okraj zkumavky. 
3) Vzorek se vysušil pod vakuem ve Speed-vacu nebo se nechal vyschnout ve Flow boxu.  
4) Vyschlá sraženina se rozpustila v 0,1 % TFA. 
 
Tato precipitační metoda se pro extrakci thaumatinu ukázala jako nejvhodnější. Při srážení 
vznikla bílá sraženina dokonale rozpustná ve vodě. Stejně jako u předešlých precipitačních 
metod byl analyzován potravinový vzorek (Obr.41), standard thaumatinu (Obr.42) a 
potravinový vzorek se přídavkem standardu (Obr.43).  
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Obr. 41: Chromatogram šumivé tablety bez přídavku standardu po srážení octanem 
amonným 
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Obr. 42: Chromatogram standardu thaumatinu po srážení octanem amonným 
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Obr. 43: Chromatogram šumivé tablety s přídavkem standardu (80µl standardu, 2mg/ml) po 
srážení octanem amonným 
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8.3 Stanovení thaumatinu v modelovém potravinovém vzorku pomocí HPLC 
 
Obsah thaumatinu v modelovém potravinovém vzorku byl vypočítán ze závislosti výšky 
píku na koncentraci analytu ve vzorku. Potravinový vzorek byl připraven rozpuštěním šumivé 
tablety v 4 ml deionizované vody a dále  byl cíleně obohacen přídavkem standardu (Tab. 3) a 
analyzován pomocí HPLC (Tab. 4). Ze získané kalibrační křivky byl vypočítán limit detekce 
a stanovitelnosti a tyto hodnoty byly porovnány s limitní hodnotou danou vyhláškou 431/2005 
Sb.. 
 
Tab. 2: Množství přídavku standardu thaumatinu  
 Konc. standardu 
[mg/ml] 
Objem příd. 
standardu 
[µl] 
Množství příd. 
standardu  [µg] 
Standard thaumatinu 2 mg/ml 100µl 200µg 
PV + 80µl stand. 2 mg/ml 80µl 160 µg 
PV + 60µl stand. 2 mg/ml 60µl 120 µg 
PV + 40µl stand. 2 mg/ml 40µl 80 µg 
PV + 20µl stand. 2 mg/ml 20µl 40 µg 
PV + 10µl stand. 2 mg/ml 10µl 20 µg 
PV + 10µl stand. 1 mg/ml 10µl 10 µg 
PV + 5µl stand. 1 mg/ml 5µl 5 µg 
PV + 2µl stand. 1 mg/ml 2µl 2 µg 
PV  0µl  
 
PV ……….potravinový vzorek 
 
Tab. 3:  Vyhodnocení obsahu thaumatinu v potravinových vzorcích, porovnání se skutečnou    
hodnotou 
 Plocha píku 
[mAU.min] 
Vypočítané 
množství 
standardu  [µg] 
Odchylka 
vypočítané od 
skutečné 
hodnoty 
Standard 
thaumatinu 
316,05 216,26 8,13 
PV + 80µl stand. 230,78 157,94 -1,29 
PV + 60µl stand. 178,16 121,93 1,61 
PV + 40µl stand. 118,46 81,07 1,34 
PV + 20µl stand. 61,89 42,35 5,89 
PV + 10µl stand. 28,79 19,70 -1,49 
PV + 10µl stand. 15,10 10,34 3,37 
PV + 5µl stand. 6,83 4,68 -6,47 
PV + 2µl stand. 2,97 2,03 1,66 
PV 0 0 0 
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Obr. 44: Kalibrační křivka potravinového vzorku s přídavky standardu 
 
8.4 Výpočet limitu detekce 
 
Limity detekce (LOD – Limit Of Detection) a limity stanovitelnosti (LOQ – Limit Of 
Quantification) analytů byly určeny z rovnice lineární regrese grafu závislosti výšky píku 
na koncentraci standardů. Limity detekce a stanovitelnosti byly určeny z průměrných hodnot 
výšek píků šumu. Hodnoty výšky šumu byly odečítány v oblasti dané 20-ti násobkem 
pološířky píku analytu. 
 
Limit detekce a stanovitelnosti 
LOD = 3 σB /ah = 430µg/l 
LOQ = 10 σB /ah = 1,43mg/l 
 
ah ............směrnice určená z rovnice lineární regrese grafu závislosti výšky píku 
na koncentraci standardů 
σB.............směrodatná odchylka šumu 
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ZÁVĚR 
V této diplomové práci byla řešena problematika separace a charakterizace isoforem 
thaumatinu pomocí LC-MS. 
V teoretické části jsou shrnuty nejdůležitější dostupné informace o jednom z 
nejvýznamnějších sladkých proteinů – thaumatinu. Popisuje přírodní zdroj tohoto proteinu 
Thaumatococcus daniellii, dále jeho strukturu, vlastnosti, význam a možnosti aplikace. 
Současně jsou v literární části krátce zmíněny různé techniky, které lze pro separaci 
thaumatinu využít. Z dostupných zdrojů vyplývá, že studiu thaumatinu se v současné době 
věnuje mnoho prací. Zkoumána je především interakce molekuly thaumatinu a dalších 
sladkých proteinů s chuťovými receptory primátů popřípadě s jinými buňkami lidského 
organizmu. Příčina jejich biologické aktivity ještě nebyla uspokojivě objasněna, proto jsou 
shromažďovány další informace o jejich struktuře, vlastnostech, metodách izolace a oddělení 
ze směsi dalších proteinů. 
V experimentální části jsem se zabývala vývojem separační techniky na HPLC s UV 
detekcí, což zahrnovalo nalezení takového složení mobilních fází a takového průběhu 
gradientu, aby se jednotlivé isoformy thaumatinu od sebe separovaly.  
Jako organická část mobilní fáze byly vyzkoušeny n-propanol, methanol a acetonitril. Jako 
optimální mobilní fáze byla použita mobilní fáze A o složení 15 % AcN, 0,1 % TFA, mobilní 
fáze B o složení 90 % AcN, 0,1 % TFA a mobilní fáze C o složení 80 % AcN.  
Pro LC-MS analýzu byly pomocí mikrosběrače frakcí Probot jímány jednotlivé frakce, ze 
kterých byl dále odpařen acetonitril z mobilních fází na přístroji Speed-vac a proteiny v každé 
frakci byly štěpeny trypsinem. Výsledky analýzy na LC-MS byly vyhodnoceny pomocí 
programu Data Analysis a BioTools.  
Ve všech frakcích byly identifikovány isoformy thaumatinu. U čerstvého roztoku standardu 
byly ve frakci dvě identifikovány všechny čtyři isoformy, v ostatních frakcích byly 
identifikovány pouze isoformy thaumatinu A a B. U staršího roztoku standardu byly ve frakci 
čtyři identifikovány isoformy thaumatin A, B a II, thaumatin I zde chyběl. V ostatních 
frakcích byly opět identifikovány isoformy thaumatin A a B.  
 Jako modelový potravinový vzorek byla vybrána šumivá tableta s obsahem brusinkového 
extraktu a s náhradními sladidly včetně thaumatinu. Jelikož tato tableta obsahovala ve vodě 
rozpustné barviva, která by mohla kontaminovat kolonu, bylo nutné tato barviva odstranit a 
pracovat pouze s proteiny. Při oddělení proteinů z barevného roztoku jsem použila dva různé 
postupy a to purifikační kit MB-HIC (Magnetic Beads based Hydrophobic Interaction 
Chromatography) a precipitaci proteinů pomocí rozpouštědel. U každého postupu byla 
provedena analýza potravinového vzorku, standardu thaumatinu a potravinového vzorku s 
přídavkem standardu (100 μl standardu thaumatinu o koncentraci 2 mg/ml).  
Purifikační kit MB-HIC se ukázal jako zcela nevhodný, neboť při jeho použití nedošlo k 
zachycení proteinů na magnetické částice. Jako nejvhodnější rozpouštědlo pro precipitaci 
thaumatinu se ukázal octan amonný. Z kalibrační křivky byly vypočítány limity detekce a 
stanovitelnosti. Srovnáním těchto hodnot s hodnotami uvedenými ve vyhlášce 431/2005 Sb. 
jsem zjistila, že tato metoda je z hlediska limitu detekce a stanovitelnosti vhodná pro 
stanovení thaumatinů v potravinových vzorcích. V modelovém potravinovém vzorku byla 
koncentrace thaumatinu pod limitem detekce metody. 
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SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
 
A – plocha píku 
APCI - chemická ionizace za atmosférického tlaku 
GC -  plynová chromatografie 
H, HETP – výškový ekvivalent teoretických pater  
HPLC – vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
KD – distribuční konstanta  
LC – kapalinová chromatografie 
MF – mobilní fáze 
MS – hmotnostní spektrometrie 
N – počet teoretických pater  
R – rozlišení 
TOF – průletový analyzátor 
tR – retenční čas 
TSI – ionizace termosprejem 
ESI – ionizace elektrosprejem 
u – průtok  
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